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POVZETEK 
Peptidaze so encimi, ki katalizirajo cepitev peptidne vezi v polipeptidni verigi in tako 
omogočajo razgradnjo proteinov do manjših peptidov ali do aminokislinskih preostankov. 
Prisotne so v vseh živih organizmih in so vključene tako v fiziološke kot v patološke 
procese. V medicini predstavljajo zaradi svoje regulatorne vloge ter udeleženosti pri 
patoloških procesih potencialne tarče za zdravljenje.  
Med najbolj poznane človeške cisteinske peptidaze spadajo katepsini, ki se v aktivni obliki 
največkrat nahajajo v lizosomih. Katepsin L je široko izražena lizosomska peptidaza, ki je 
vključena v mnogo različnih celičnih funkcij. Pomembno vlogo ima pri znotrajceličnem 
obnavljanju proteinov, epidermalni homeostazi, pri predstavitvi antigenov ter tudi pri 
razvoju las. Prav tako pa je katepsin L nadpovprečno izražen v maligno spremenjenjih 
celicah. Povečano je izražen pri raku jajčnikov, dojk, prostate, pljuč, želodca, trebušne 
slinavke in debelega črevesa. Motnje v njegovi aktivnosti vodijo tudi do hudih 
nepravilnosti v razvoju kože, las in kosti. Tako ima kontrola izražanja katepsina L in 
uravnavanje njegove aktivnosti zdravilen učinek na mnoga bolezenska stanja. 
Tekom diplomskega dela smo optimizirali pogoje za avtoaktivacijo prokatepsina L s 
spreminjanjem temperature, različnih načinov inkubacije (inkubator, vodna kopel) in časa 
aktivacije. Izvedli smo štiri avtoaktivacije in rezultate pridobili z elektroforezo, v 
prisotnosti natrijevega dodecil sulfata in prenosom western, s katerim smo razlikovali med 
neaktivno in aktivno obliko katepsina L. Aktivnost katepsina L po avtoaktivaciji smo 
merili preko razgradnje fluorogenega substrata Z-FR-AMC. Meritve so pokazale, da je do 
največje aktivacije prišlo pri vzorcih, ki so bili inkubirani na 37 °C, v vodni kopeli 60 in 90 
minut. Do nizke izmerjene aktivnosti je prišlo pri tretji aktivaciji, kjer smo aktivirali večji 
volumen. Pri ponovni aktivaciji manjšega volumna tretje aktivacije, je prišlo do popolne 
razgradnje encima. 
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ABSTRACT 
Peptidases are enzymes that catalyse the cleavage of the peptide bond in the polypeptide 
chain, thus enabling the degradation of proteins to smaller peptides or to amino acid 
residues. They are present in all living organisms and are included both in physiological 
and pathological processes. In medicine, they represent a potential target for therapy, 
because of their regulatory role and their involvement in pathological processes. 
Among the most well-known human cysteine peptidases are cathepsins, which are most 
commonly found in lysosomes in the active form. Cathepsin L is a widely expressed 
lysosomal protease, which is involved in many different cellular functions. It plays an 
important role in intracellular protein renewal, epidermal homeostasis, antigen 
presentation, and hair development. Likewise, cathepsin L is above-average expressed in 
malignantly transformed cells. It is increased in prostate, ovarian, lung, breast, colon, 
pancreatic and gastric cancer. The disorders in his activity also lead to severe abnormalities 
in the development of skin, hair and bones. Thus, the control of the cathepsin L expression 
and regulation of its activity has a therapeutic effect for the treatment of a broad range of 
disease states. 
During the graduation work, we optimized the conditions for autoactivation of 
procathepsin L by varying the temperature, various incubation modes (incubator, water 
bath) and activation time. Four autoactivations were performed and the results obtained by 
electrophoresis in the presence of sodium dodecyl sulphate and western blot with which we 
distinguished between the inactive and active form of cathepsin L. The activity of 
cathepsin L after autoactivation was measured by degradation of the fluorogenic substrate 
Z-FR-AMC. Measurements showed that the maximum activation occurred in samples that 
were incubated at 37 °C in water bath for 60 and 90 minutes. A low activity occurred in the 
third activation, where a larger volume was activated. After the reactivation of a smaller 
volume of third activation, a complete degradation of the enzyme occurred. 
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1. UVOD 
1.1. PEPTIDAZE 
Peptidaze, ki jih imenujemo tudi proteaze, proteinaze ali proteolitični encimi so encimi, ki 
katalizirajo cepitev peptidne vezi. Beljakovine cepijo v manjše peptide ali povsem do 
aminokislinskih preostankov. Proteoliza je vključena v regulacijo in aktivnost proteinov, 
skozi njihov celoten obstoj, zato je njeno ravnotežje ključno za fiziološko homeostazo. 
Geni, ki kodirajo peptidaze predstavljajo 2 % celotnega genoma sesalcev. (1, 2, 3, 4) 
Peptidaze štejemo med hidrolaze, ki za nukleofilni napad na karbonilno skupino v amidni 
vezi uporabljajo molekulo vode. Delimo jih glede na mesto cepitve peptidne vezi na 
endopeptidaze in eksopeptidaze. Eksopeptidaze delujejo le v bližini koncev polipeptidne 
verige. Delimo jih tudi glede na mesto delovanja na aminopeptidaze in karboksipeptidaze 
ter glede na velikost odcepljenih delov. Endopeptidaze cepijo znotraj polipeptidne verige. 
Nekatere peptidaze izkazujejo tako endo- kot ekspopeptidazno aktivnost. Peptidaze delimo 
glede na mehanizem katalize na več razredov: na aspartatne, cisteinske, serinske peptidaze, 
metaloproteaze in na ostale peptidaze z neznanim katalitičnim mehanizmom. (2, 5) 
Peptidaze so vključene v široko paleto različnih procesov; od razvoja, koagulacije, vnetja, 
imunskega odziva, do celične smrti. Omogočajo razgradnjo proteinov znotraj in zunaj 
celice, sodelujejo pri reguliranju aktivacije pro-hormonov in pro-encimov ter pri 
predstavitvi antigenov. Peptidaze so udeležene tudi pri zdravljenju ran, strjevanju krvi, 
preoblikovanju kostnega tkiva in zunajceličnega matriksa, pri ovulaciji in razvoju embrija 
ter pri migraciji monocitov. (1, 4)  
V primeru porušenja fiziološke homeostaze, peptidaze delujejo nadpovprečno in sodelujejo 
v mnogih tumorskih procesih; pri raku dojk, glave, črevesa, pljuč, vratu, tumorjih v 
možganih ter pri melanomih. Njihova vloga prav tako ni zanemarljiva pri vnetnih, 
nevroloških in srčno-žilnih boleznih, revmatoidnem artritisu, emfizemu, pri motnjah v 
strjevanju krvi, ulkusu ter malariji. Pri rakavih obolenjih peptidaze sodelujejo pri invaziji, 
angiogenezi, metastaziranju ter pri rasti tumorjev, prav tako pa tudi v procesih, ki lahko 
povzročijo propad malignih celic (apoptoza, imunski odziv proti tumorju). (1)  
Peptidaze so glede na evolucijske podobnosti in način delovanja razvrščene v razrede in 
klane. Klani so sestavljeni iz družin, ki jih sestavljajo peptidaze s skupnim prednikom, 
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vendar so se med evolucijo tako spremenile, da se njihovo aminokislinsko zaporedje, 
odgovorno za katalizo, le delno ujema. Znotraj družine so si peptidaze najbolj podobne v 
terciarni strukturi, lahko pa se ujemajo tudi v položaju aminokislin odgovornih za 
katalitsko aktivnost ter v sestavi polipeptidne verige. (1) 
 
1.2. CISTEINSKI KATEPSINI 
Cisteinski katepsini spadajo med papainu podobne cisteinske peptidaze. V živih 
organizmih njihova aktivnost predstavlja posebno ravnotežje med ekspresijo, aktivacijo 
neaktivne oblike, inhibicijo ter razgradnjo proteinov. Cisteinski katepsini so prisotni v 
mnogih celičnih organelih, a najpogosteje se nahajajo v lizosomih in endosomih, zato jim z 
drugo besedo pravimo tudi lizosomski cisteinski katepsini.  (6) 
Ime katepsin prihaja iz grške besede »kathepsein«, kar pomeni prebavljati in je bilo 
predlagano za peptidaze, ki so aktivne v rahlo kislem okolju. Kasneje je bilo ime katepsin 
uporabljeno za serinske peptidaze (katepsina A in G), aspartatne peptidaze (katepsina D in 
E) ter za lizosomske cisteinske peptidaze. (6) 
V razred cisteinskih katepsinov sodi enajst katepsinov: B, C, F, H, K, L, O, S, V, W in X. 
Našteti katepsini sodijo v isto skupino, saj so si podobni po zgradbi in načinu delovanja. (1, 
5, 7) 
Pri cisteinskih peptidazah poznamo 121 različnih družin, cisteinski katepsini spadajo v 
klan CA in poddružino C1A.  Aktivni so v pomembnih bioloških procesih kot so 
procesiranje proteinov, antigenska predstavitev MHC-II, dozorevanje hormonov, 
preoblikovanje tkiv, resorpcija kosti, apoptoza, z diferenciacijo keratinocitov pa 
prisostvujejo tudi pri celjenju ran. (1) 
Hkrati imajo pomembno vlogo pri patoloških procesih, kot so  rak, vnetje, 
nevrodegeneracija, revmatoidni artritis, ateroskleroza, luskavica in vnetje trebušne 
slinavke. Iz tega vidimo, da je regulacija njihove proteolitične aktivnosti ključna za celično 
in tkivno homeostazo.  
Ker je funkcija peptidaze, da cepi beljakovine in peptide, je njihovo delovanje lahko 
škodljivo, če ni nadzorovano. Posledično peptidaze niso vedno aktivne v svojem 
fiziološkem okolju. Obstajajo lahko kot neaktivne oblike ali pa ostanejo ujete v 
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neaktivnem kompleksu z zaviralcem. Vendar lahko samo aktivna peptidaza cepi 
beljakovine in tako sodeluje pri signalizaciji, kar predstavlja dodatne težave pri raziskavah 
peptidaz.  
Aktivnost peptidaz je regulirana na več ravneh in kompleksnost regulacije se običajno 
povečuje s kompleksnostjo organizma. Prvi nivo je regulacija transkripcije. V vsaki vrsti 
tkiv in celic ni mogoče najti vseh proteaz: nekatere so prisotne povsod, kot so proteasom, 
lizosomski katepsini B, L, C, D in kaspaze. Poleg tega so nekatere izražene konstitutivno, 
medtem ko so lahko druge skupine različno izražene med razvojem, homeostazo ali pod 
drugimi posebnimi pogoji.  
Naslednji regulativni korak za večino proteaz je njihova aktivacija. Peptidaze so izražene v 
neaktivni obliki, in na splošno zahtevajo omejeno proteolizo za njihovo aktivacijo.  
Ko so peptidaze enkrat aktivirane, je drugi glavni sistem za uravnavanje njihove aktivnosti 
z njihovimi zaviralci, bodisi endogenih ali eksogenih. Po definiciji je funkcija peptidaze, 
da cepi beljakovino, medtem ko je funkcija zaviralcev preprečevanje le tega. Število 
identificiranih endogenih človeških zaviralcev je bistveno manjše od števila identificiranih 
peptidaz, saj lahko en zaviralec zavira več peptidaz in je tako bistveno zmanjšana potreba 
po specifičnosti zaviralcev za njihove ciljne peptidaze. Poleg tega pa je aktivnost peptidaz 
regulirana tudi z okoljskimi faktorji, kot sta pH, temperatura in ionska moč. (8) 
 
1.3. KATEPSIN L 
Katepsin L (C01.032) je močno izražena peptidaza, ki jo uvrščamo v skupino papainu 
podobnih encimov. (9) Po klasifikaciji MEROPS spada katepsin L v klan CA, družino C1 
in poddružino C1A.   
Katepsin L ima prevladujočo endopeptidazno aktivnost in je katalitično aktiven pri pH od 
3.0-6.5, v prisotnosti tiolnih spojin. Med reducirajoče spojine, ki izboljšajo aktivacijo 
spadajo merkaptoetanol, DTT (1,4-Ditiotreitol), cistein in glutation. Pri fiziološki vrednosti 
pH sta njegova aktivnost in stabilnost odvisna od ionske moči. (10, 11)  
Aktivnost katepsina L je kontrolirana z njegovimi endogenimi zaviralci, ki so zelo 
pomembni za normalno fiziološko stanje in varujejo encim pred nekontrolirano proteolizo. 
Sintetiziranih je bilo tudi mnogo sintetičnih zaviralcev katepsina L. Pri nevtralni vrednosti 
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pH, zrel katepsin L, za razliko od prokatepsina L ni stabilen. Katepsinu L zelo homologen 
je katepsin V, vendar je ta  izražen le v priželjcu in testisih. (12, 10, 6) 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz nativne oblike katepsina L. Zeleni trakovi predstavljajo dve 
polipeptidni verigi. Sekundarni strukturni elementi so označeni z modro (vijačnica alfa) in 
rdečo bravo (ravnina beta). Aminokislinska preostanka cistein (Cys25) in histidin 
(His163), ki tvorita aktivno mesto, sta obarvana z rumeno barvo. (povzeto po 6) 
 
1.3.1. Izražanje katepsina L 
 
Katepsin L se izrazi kot preproencim iz 333 aminokislinskih preostankov. Po cepitvi 
signalnega zaporedja nastane v zrnatem endoplazmatskem retikulumu enoverižni  
prokatepsina L, katerega molekulska masa znaša od 38 do 41 kDa. Ob aktivaciji se odcepi 
propeptid in tako nastane zrel katepsina L z molekulsko maso 28 kDa. V procesu se 
dokončno spremeni iz enoverižnega encima v dvoverižnega ter prenese v lizosome ali 
endosome. Masa težke verige znaša 24 kDa, lahke pa 4 kDa. Pri človeškem katepsinu L 
pride do cepitve na lahko in težko verigo za mestom Asp291. (13) 
Glede na objave Kramer in sod. (14) ter Nomura in Fujisawa (12)  poteče avtoaktivacija 
prokatepsina L v kislih pogojih in sicer najbolje pri vrednosti pH 3,5 in temperaturi 37°C.  
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1.3.2. Fiziološka vloga katepsina L 
Katepsin L je pomembna lizosomska peptidaza, ki je vključena v mnogo različnih celičnih 
funkcij. Zaradi znotraj lizosomskega nahajanja in zmožnosti procesiranja široke palete 
proteinov (encimi, receptorji, transkripcijski faktorji) ima pomembno vlogo pri 
intracelularnemu proteinskemu obratu, epidermalni homeostazi, rasti las ter pri predstavitvi 
in procesiranju antigenov. (7, 9, 10) 
 
1.3.3. Patološka vloga katepsina L 
Katepsin L je nadpovprečno izražen v maligno transformiranih celicah. (5) Poznan je po 
tem, da v tumorskih procesih sodeluje predvsem v procesu invazije, tako da direktno 
razgrajuje veliko proteinov zunajceličnega matriksa, vključno s kolagenom tipa I., 
kolagenom tipa IV in kolagenom tipa II, IX in XI. Katepsin L poveča migracijo tumorskih 
celic, s tem da zmanjša adhezijo med njimi. (1, 9, 15)   
Motnje v delovanju katepsina L vodijo do velikih abnormalnosti v razvoju kože, las ter pri 
diferenciaciji in spremembah v trabekularnih kosteh ter zmanjšajo odziv kosti na dvig 
estrogena. Iz teh ugotovitev vidimo, da ima kontrola izražanja katepsina L ali regulacija 
njegove aktivnosti terapevtski učinek za zdravljenje nekaterih bolezenskih stanj kože ter v 
boleznih, kjer prihaja do kostne remodelacije, kot je na primer osteoporoza. (9) 
Iz drugih opazovanj in vitro so raziskovalci ugotovili prisotnost katepsina L v širokem 
spektru malignih obolenj. Med njimi so omenjeni rak jajčnikov, dojk, trebušne slinavke, 
pljuč, želodca, pankreasa in debelega črevesa. Prav tako pa so evidentirali, da je povečana 
izraženost katepsina L sorazmerno povezana s stopnjo in klinično fazo tumorja. (16) 
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2. NAMEN DELA 
Aktivni katepsin L je potreben za različne raziskave, kot so na primer kinetične študije 
testiranja novih nizkomolekularnih molekul kot potencialnih zaviralcev katepsina L, 
uporaben je kot glavni in edini aktivator prokatepsina X, katerega na Katedri za 
farmacevtsko biologijo (Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani) redno proizvajajo, za 
študije na celičnih linijah in podobno. 
Namen diplomskega dela je določiti optimalne pogoje za avtoaktivacijo neaktivnega 
prokatepsina L, saj se je objavljen postopek aktivacije (12, 14) izkazal za neuspešnega. Za 
optimizacijo procesa bomo spreminjali temperaturo (poskuse bomo izvedli pri 30 °C in 37 
°C) in čas aktivacije (30 do 90 minut), uporabili pa bomo tudi različne načine inkubacije 
(inkubator oziroma vodna kopel). Aktivacijo bomo ovrednotili z elektroforezo v prisotnosti 
natrijevega dodecil sulfata in prenosom western, s katerim bomo razlikovali med 
neaktivnim prokatepsinom L in aktivnim katepsinom L. Aktivnost katepsina L bomo merili 
preko razgradnje fluorogenega substrata Z-FR-AMC. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI 
3.1.1. Reagenti 
Tabela 1: Katepsin L in uporabljena protitelesa. 
OZNAKA OPIS Osnovna konc. 
proKatL rekombinantni človeški prokatepsin L 
(E. Coli) 
1,01 mg/ml 
KatL rekombinantni človeški katepsin L     
(E. Coli, IJS) 
0,6 mg/ml 
antiKatL ovčja protitelesa proti katepsinu L (19) 0,5 mg/ml 
antisheep-HRP protiovčja protitelesa konjugirana s 
HRP (hrenova peroksidaza) 
(Invitrogen) 
0,5 µg/ml  
 
 
Tabela 2: Reagenti. 
REAGENT PROIZVAJALEC 
amonijev persulfat Sigma, ZDA 
1-butanol Riedel-deHaen, Nemčija 
Z-FR-AMC Fluorogenic Peptide Substrate Biomol International, ZDA 
Super Signal  West Dura Extenden Duration 
Substrate 
Thermo SCIENTIFIC, ZDA 
See Blue  Plus 2 Pre-stained Standard Invitrogen, ZDA 
Cistein Sigma, ZDA 
DTT Fluka (Analytical), Švica 
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EDTA Sigma, ZDA 
etanol; 70 %, 96 % Riedel-deHaën, Nemčija 
Glicerol Fluka, Švica 
glicin  Riedel-deHaën, Nemčija 
HCl Merck, Nemčija 
KOH Merck, Nemčija 
natrijev acetat EMSURE, Nemčija 
NaOH J.T. Baker, Nizozemska 
ocetna kislina Sigma, ZDA 
posneto mleko v prahu Pomurske mlekarne, Slovenija 
Na-dodecilsulfat Merck, Nemčija 
TEMED Sigma, ZDA 
Tris (C4H11NO3) Promega, ZDA 
Triton Sigma, ZDA 
Tween 20 Sigma, ZDA 
 
 
3.1.2. Laboratorijska oprema in naprave 
Tabela 3: Laboratorijska oprema in naprave ter njihov proizvajalec in tip. 
OPREMA PROIZVAJALEC IN TIP 
analizna tehtnica EXACTA 610 EB, Tehtnica 
aparatura za SDS PAGE BIO-RAD Laboratories, Inc. 
aparatura za prenos western  BIO-RAD Laboratories, Inc. 
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avtomatske večkanalne pipete Biohit 
Centrifuga Eppendorf, Centrifuge 5415 R 
čitalec mikrotitrskih ploščic 
(spektrofotometer) 
Tecan Safire 
 
električna grelna plošča Končar, EKA-10LS 
elektronska pipeta BIOHIT, Midi Plus 
G-box Syngene 
hladilnik (+4 °C) Gorenje, LTH 
konično mešalo (vortex) Tehtnica; Vibromix 104 EV 
magnetno mešalo Tehtnica; Rotamix 550 MM 
mini centrifuga Tomy; Capsulefuge PMC-060 
naprava prenos proteinov na membrano Life Technologies, iBlot 2, 2 Gel Transfer 
Device 
pH meter HANNA; HI9321 microproccesor pH meter 
polavtomatske pipete Eppendorf 
polavtomatska multikanalna pipeta Costar 
spektrofotometer NanoDrop Technologies Inc.; NanoDrop 
ND-1000 
Zmrzovalnik Gorenje, VIP series, SANYO 
 
 
3.1.3. Pufri, raztopine, geli 
3.1.3.1. Pufri in raztopine za SDS-PAGE in prenos western  
 
 PUFER TRIS  
12,114 g          Tris 
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0,15 ml           Triton        
do 1 l              dH2O 
 
 CITRATNI PUFER  
1,176 g              Na-citrat-2-hidrat 
2,101 g              citronska kislina 
      do 140 ml          dH2O 
 
 12% LOČEVALNI GEL  
Tabela 4: Sestava ločevalnega gela. 
12 % ločevalni gel 1 gel  
40 % akrilamid 2,52 ml 
1,5 M Tris-HCl (pH=8,8) 2,1 ml 
H2O 3,6 ml 
10 % SDS 105 µl 
10 % amonijev persulfat** 105 µl 
TEMED** 3,6 µl 
** dodamo tik pred vlivanjem gela 
 
 
 5% KONCENTRACIJSKI GEL  
Tabela 5: Sestava koncentracijskega gela. 
5 % koncentracijski gel 1 gel  
40 % akrilamid 564,5 µl 
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1,5 M Tris-HCl (pH=6,8) 585 µl 
H2O 3 ml 
10 % SDS 45 µl 
10 % amonijev persulfat** 45 µl 
TEMED** 4,5 µl 
** dodamo tik pred vlivanjem gela 
 
 NANAŠALNI PUFER (6) 
3,75 ml         0,775 M Tris-HCl, pH=6,8 
6,0 ml           60 % glicerol 
1,2 g             12 % (m/v) SDS 
0,93 g     0,6 M DTT 
6 mg             0,06 % bromofenol modro 
 
 1M DTT 
154,25 mg      DTT 
Raztopimo v dH2O do 1ml. 
  
 ELEKTROFOREZNI PUFER, 10×, pH=8,3 
29,0 g        Tris 
144,0 g      glicin 
10 g           SDS 
do 1l          dH2O 
 
Vrednost pH smo umerili na 8,3. 
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Za pripravo 1x pufra smo vzeli 100 ml 10× pufra in razredčili do 1l H2O (100 ml 10-
kratne raztopine dodamo 900 ml dH2O).  
 
 5 % POSNETO MLEKO V PRAHU 
2,5 g posnetega mleka v prahu 
S pufrom PBS dopolnimo do volumna 50 ml. 
 
 0,05 % TWEEN 20 V PBS (PBST) 
1000 ml pufra PBS dodamo 500 µl Tweena 20. 
 
 PUFER PBS  
1,8 g              Na2HPO4 × 2H2O 
0,2 g              KH2PO4 
8,0 g              NaCl 
0,2 g              KCl 
Z dH2O dopolnimo do 1000 ml in pH uravnavamo na 7,4.    
 
 OSNOVNI PUFER ZA MERJENJE AKTIVNOSTI KATEPSINA L 
100 mM natrijev acetat, pH 5,5 + 0,1 % PEG 8000 
4,105 g       natrijev acetat 
0,5 g           PEG 8000 
0,5 l           dH2O 
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 AKTIVACIJSKI PUFER ZA MERJENJE AKTIVNOSTI KATEPSINA L 
osnovni pufer + 5 mM cistein + 1,5 mM EDTA 
30, 29 mg          cistein 
21,92 mg           EDTA 
50 ml                 osnovni pufer 
 
3.2. METODE 
3.2.1. Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti SDS (SDS-
PAGE) 
 
Elektroforeza je ločevalna metoda, ki temelji na potovanju nabitih delcev v električnem 
polju. Pod vplivom električnega polja se začnejo molekule premikati v smeri elektrode z 
nasprotnim nabojem. Hitrost njihovega potovanja je odvisna od moči električnega polja, 
oblike, velikosti, koncentracije in zamreženosti gela.  
SDS-PAGE poteka v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (angl. sodium dodecylsulphate, 
SDS), s katerim proteine pred analizo denaturiramo. Ena molekula SDS se veže na dve 
aminokislini na verigi denaturiranega proteina in daje nastalemu kompleksu močan 
negativen naboj, zato v električnem polju vse molekule potujejo proti pozitivno nabiti 
anodi. Razmerje med nabojem in dolžino verige proteina v kompleksu z SDS je enako za 
vse proteine, ki imajo zato tudi enako elektroforezno mobilnost.  Ločitev molekul pri tem 
načinu poteka le na osnovi njihove molekulske mase in izključno zaradi zamreženosti 
ločitvenega gela. (17, 18) 
Postopek izvajanja elektroforeze: 
1. V sestavljeno ogrodje smo vlili pripravljeni ločevalni gel in ga nadplastili s 
propanolom. 
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2. Po 45 minutah smo propanol odlili in do vrha vlili pripravljen koncentracijski gel. 
Vanj smo vstavili »glavniček«, ki nam oblikuje žepke za nanašanje vzorcev. Tudi 
ta gel smo pustili 45 minut, da se je strdil. 
 
3. Nato je sledila priprava vzorcev (Tabela 6).  
Tabela 6: Priprava vzorcev. 
 prokatepsin L   
(1,01 mg/ml) 
katepsin L                 
(0,6 mg/ml) 
aktiviran vzorec         
(1 mg/ml) 
Vzorec 2 µl 0,5 µl 2 µl 
barvilo (6x SDS-PAGE 
load dye) 
3 µl 2 µl 3 µl 
destilirana voda 13 µl 9,5 µl 13 µl 
 
Vzorce smo nato 8 minut inkubirali na 100°C. 
 
4. Pripravljen gel smo vpeli v napravo za elektroforezo in nanesli kontroli ter 
označevalec velikosti proteinov in vzorce. Kontrolo neaktivirane oblike encima je 
predstavljal rekombinantni človeški prokatepsin L ter kontrolo aktivirane oblike 
encima rekombinantni človeški katepsin L. Elektroforeza je potekala pri konstantni 
električni napetosti 100 V 1,5 do 2 h. 
 
3.2.2. Prenos western 
 
Proteine, ločene z elektroforezo v poliakrilamidnem gelu, prenesemo na nitrocelulozno 
membrano (elektroblot). Po prenosu izpostavimo membrano ustreznim protitelesom. 
Označeno protitelo se veže na specifičen protein. (18) 
Metodo smo uporabili, da bi na podlagi velikosti razlikovali med prisotnostjo neaktivne in 
aktivne oblike katepsina L. Kot primarno protitelo smo uporabili ovčja protitelesa proti 
katepsinu L, kot sekundarna pa s hrenovo peroksidazo označena proti-ovčja protitelesa. 
Postopek izvajanja prenosa: 
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1. Uporabili smo napravo iBlot® 2, ki v enem setu za prenos vsebuje bakreno 
elektrodo, ustrezen katodni in anodni pufer v gelskem matriksu ter nitrocelulozno 
membrano. Gel smo vzeli iz elektroforeznega ogrodja, nežno odstranili stekla ter ga 
pomočili v dH2O. Nato smo ga previdno prenesli na membrano. Prenos je potekal 7 
minut pri konstantni napetosti 20 V. 
 
2. Po končanem prenosu smo membrano najprej inkubirali v raztopini 5 % posnetega 
mleka v PBS, eno uro, na stresalniku, pri sobni temperaturi. Ta raztopina je prekrila 
prosta mesta na membrani in s tem preprečila nespecifično vezavo protiteles. Za 
tem smo membrano 3-krat 5 minut spirali v  pufru PBST. Površinsko aktivno snov 
Tween smo dodali, saj preprečuje nespecifično vezavo. 
 
3. Nato smo v pufru PBST membrano inkubirali s primarnimi protitelesi, s 
koncentracijo 0,5 µg/ml ter jih inkubirali čez noč, na stresalniku in na 4 °C.  
 
4. Zjutraj smo membrano zopet spirali s pufrom PBST, 3-krat 15 minut. Sledila je 
enourna inkubacija s sekundarnimi protitelesi, ki smo jih ustrezno redčili v pufru 
PBST (0,5µg/ml). 
 
5. Membrano smo ponovno spirali 3-krat 5 minut v pufru PBST. Zatem smo nanjo 
nanesli substrat za peroksidazo (Super Signal® West Dura Extended Duration 
Substrate). Signal, kjer je prišlo do razgradnje substrata s peroksidazo smo 
detektirali z napravo G-BOX, z merjenjem kemoluminiscence. 
 
3.2.3. Razgradnja substrata Z-FR-AMC 
 
Aktivnost katepsina L smo merili preko razgradnje fluorogenega substrata Z-FR-AMC. 
Katepsin L substrat cepi in prosta skupina AMC začne fluorescirati, tako zaznamo 
prisotnost aktivenega katepsina L. Aktivnost smo kinetično merili s posebnim 
spektrofotometrom- Tecan Safire. 
Postopek izvajanja: 
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1. Najprej smo pripravili osnovni in aktivacijski pufer. PEG 8000 je preprečeval 
nespecifične vezave encima na mikrotitrsko ploščo, cistein pa je skrbel, da je bil 
aktivni center na encimu ves čas prost. 
 
2. Nato smo pripravili kontrole, vzorce ter vse 5 minut inkubirali na 37 °C. Negativno 
kontrolo je predstavljal aktivacijski pufer (brez encima). Kontrolo aktivnega 
katepsina L je predstavljal v aktivacijskem pufru redčen rekombinantni človeški 
katepsin L (1 mg/ml), kontrolo neaktivnega prokatepsina L pa je predstavljal v 
aktivacijskem pufru redčen rekombinantni človeški prokatepsin L (1,01 mg/ml). 
Redčitev vzorcev v aktivacijskem pufru je bila povsod enaka.  
 
3. Dalje smo v črno mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami napipetirali 5 µl substrata 
(10 µM končna koncentracija). Tik pred začetkom meritev s spektrofotometrom 
smo v vsako vdolbinico dodali 95 µl ustreznega vzorca, tako da je skupni volumen 
znašal 100 µl.  
 
4. S spektrofotometrom smo merili fluorescenco razpadnega produkta, ki je nastajal 
pri proteolitični cepitvi substrata Z-FR-AMC s katepsinom L. Pogoji naših meritev 
so bili naslednji: 380±20 nm valovna dolžina vzbujanja, 460 nm emitirana valovna 
dolžina, pri 37 °C, s kinetičnim intervalom 15 sekund. Aktivnost katepsina L je 
predstavljena v % relativno na aktivno obliko katepsina L. Aktivnost se izračuna po 
enačbi 
𝑣1
𝑣0
 ∙ 100, kjer v1 predstavlja hitrost razgradnje substrata v našem vzorcu, v0 
pa hitrost razgradnje substrata z rekombinantnim človeškim katepsinom L. 
Absorpcijski (ekstrakcijski) koeficient  za katepsin L je 44330 M-1 cm-1. (20) 
 
3.2.4. Avtoaktivacija  
 
V okviru diplomskega dela smo izvedli štiri ponovitve optimizacije avtoaktivacije 
prokatepsina L in vitro. Pri tem smo se opirali na raziskovalna članka Kramer in sod. (14) 
ter Nomura in Fujisawa (12) .  
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Glede na objave avtoaktivacija poteka v kislih pogojih in sicer najbolje pri vrednosti pH 
3,5. Za znižanje vrednost pH so uporabili citratni pufer, aktivacijo pa so zaustavili z 
dvigom pH na 6,0, kar so dosegli z dodatkom kemikalije MES. 
Osnovni trije parametri, ki smo jih tekom raziskovalnega dela spreminjali so bili 
temperatura, čas  ter način inkubacije (inkubator ali vodna kopel). 
Potek optimizacije bomo predstavili v poglavju Rezultati in razprava. 
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
Pred začetkom prve aktivacije smo morali določiti koliko kisline moramo dodati 
določenemu  volumnu pufra Tris, v katerem je bil shranjen  encim prokatepsin L, da se 
vrednost pH ustrezno zniža za potek avtoaktivacije. Odločili smo se za pH začetka 
aktivacije 3,5, saj so pri tem pH v analizah iz izvornega članka izmerili največjo aktivnost. 
Najprej smo za zniževanje pH 60 ml pufra Tris (100 mM Tris + 0,015 % Triton) iz 7,6 na 
3,5 uporabili 0,1 M citratni pufer, ki je bil uporabljen v raziskovalnem članku Nomura in 
Fujisawa (12). Vrednosti pH nismo uspeli ustrezno znižati, saj se je vrednost pH znižala le 
na 4,7. Zato smo za nadaljnja nižanja pH uporabili 100 % ocetno kislino. S poskušanjem 
smo določili, da je za 60 ml pufra Tris potrebno dodati 760 µl ocetne kisline. 
Za zaustavitev avtoaktivacije je potrebno vrednost pH zvišati na pH 6,0. Ker v našem 
laboratoriju nimamo kemikalije MES, ki so jo uporabili v članku, smo uporabili 10 M 
KOH. Z večkrat ponovljenim dodajanjem baze, smo do ustrezne vrednosti pH prišli z 
dodatkom 1627 µl KOH.   
 
Nato smo izmerili koncentracijo rekombinantnega človeškega prokatepsina L na 
spektrofotometru Nano Drop. Povprečje treh meritev koncentracije je znašalo 1,01 mg/ml. 
 
4.1. AKTIVACIJA ŠT. 1 - pri različni temperaturi in času 
 
Pripravili smo dve identični reakcijski zmesi. Eno zmes smo izpostavili 30 °C, drugo pa 37 
°C ter odvzeli manjši volumen vzorca v naslednjih časovnih točkah: 20, 30, 40 in 60 
minut. Ustrezno temperaturo smo zagotovili z inkubatorjem. 
Osnovna zmes obeh je bila sestavljena iz:  
 250 µl prokatepsina L,  
 0,5 µl 1M DTT,  
 1 µl 0,5 M EDTA ter  
 3,18 µl 100 % ocetne kisline.  
Nastja Hauptman: Optimizacija aktivacije prokatepsina L in vitro. 
Diplomsko delo 
 
19 
 
38 kDa 
28  kDa ← kat L 
Pred začetkom inkubacije smo zmes vorteksirali. Pri različnih časovnih točkah, 20, 30, 40 
in 60 minut smo 60 µl vzorca odvzeli in prekinili aktivacijo z dodatkom 1,6 µl 10 M KOH. 
Nato smo 30 µl vzorca dodali 6 µl nanašalnega pufra (6×), ga 5 minut inkubirali na 100 °C 
ter ga nato shranili na -20 °C. Ta del vzorca smo kasneje analizirali z elektroforezo SDS-
PAGE in prenosom western. Preostali del smo takoj po dodatku KOH shranili na -20 °C. 
 
                                                        30°C                                    37° 
                 OV                              
                            
 
 
 
 
 
 
                                  p       k       1       2        3       4               1        2         3       4 
Slika 2: Detekcija prokatepsina in katepsina L po aktivaciji na 30 C in 37 C (inkubator) 
s prenosom western; OV- označevalec velikosti; p- rekombinantni človeški prokatepsin L 
(kontrola neaktivne oblike encima), k- rekombinantni človeški katepsin L (kontrola aktivne 
oblike encima); lisi 1 -  20 minutna aktivacija; lisi 2 - 30 minutna aktivacija; lisi 3 -  40 
minutna aktivacija; lisi 4 -  60 minutna aktivacija. 
Iz naših meritev je razvidno, da je pri inkubaciji vzorcev na 30 °C prišlo le do rahlo opazne 
aktivacije prokatepsina L. Pri 37 °C je pojav lise aktivnega katepsina L nekoliko bolj 
izrazit. Lisa na mestu prokatepsina L je pri časovni točki 20 minut veliko močnejša na 30 
°C kot na 37 °C pri enaki časovni točki. Prav tako pri ostalih časovnih točkah. Razlika je 
opazna med meritvama pri obeh temperaturah po 40ih in 60ih minutah odvzema vzorcev iz 
inkubacije. Vidimo, da je pri 37 °C v obeh časovnih točkah lisa na mestu prokatepsina L 
opazno milejša in na mestu katepsina L močnejša. Iz tega je razvidno, da je bilo največ 
← prokat L 
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prokatepsina L aktiviranega pri izpostavitvi vzorcev na 37 °C, 60 minut. Pri večini ostalih 
primerih pa aktivnega katepsina L skoraj ni bilo. 
 
4.2. AKTIVACIJA ŠT. 2 - pri različnem času 
Ker je bil pri prvi aktivaciji najbolj aktiviran encim, ki smo ga 60 minut inkubirali na 37 
°C, smo so pri drugi aktivaciji odločili pogoje optimizirati. Namesto uporabe inkubatorja s 
37 °C, smo se tokrat odločili za inkubacijo v vodni kopeli, saj je voda boljši prevodnik 
toplote kot zrak. Vzorce smo odvzeli v treh časovnih točkah, in sicer, po 30, 60 in 90 
minutah inkubiranja na 37 °C.  
V aktivacijsko zmes smo namešali:  
 100 µl prokatepsina L,  
 0,2 µl 1M DTT,  
 0,4 µl 0,5 M EDTA in  
 1,27 µl 100 % ocetne kisline.  
Zmes smo vorteksirali ter vse skupaj inkubirali v vodni kopeli pri 37 °C. Po 30 in 60 
minutah  smo odvzeli 20 µl vzorca, mu dodali 0,53 µl 10M KOH, kratko vorteksirali ter 
shranili na -20 °C. Po 90 minutah smo odpipetirali 60 µl vzorca, mu dodali 1,6 µl 10 M 
KOH, kratko vorteksirali ter ga prav tako shranili na -20 °C.  
Vzorcem smo s spektrofotometrom Nanodrop izmerili absorbanco pri 280 nm z osnovno 
metodo, ki poda koncentracijo, katero izračuna po formuli A=ƐCl, saj nas je zanimalo, če 
se je koncetracija po aktivaciji kaj spremenila, ker je bila na membrani po prenosu western 
lisa katepsina L šibkejša. Ugotovili smo, da se koncentracija ni opazno spremenila. 
Koncentracija 1. vzorca, 30 minut inkubiranega na 37 °C je znašala 1,13 mg/ml, 2. vzorca 
inkubiranega 60 minut, 1,09 mg/ml ter tretjega, inkubiranega 90 minut, 1,07 mg/ml.  
Vzorce smo najprej analizirali z SDS-PAGE in prenosom western. Rezultati meritev so bili 
prav takšni, kot smo pričakovali. Po 30 minutah smo zopet opazili le delno aktivacijo 
prokatepsina L, po 60- in 90-minutnem inkubiranju pa je prišlo do popolne aktivacije. 
Presenetilo nas je, da je pri 30-minutnem inkubiranju lisa prokatepsina veliko močnejša od 
lis katepsina L po 60- in 90-minutnem inkubiranju, kljub temu, da smo na gel nanesli 
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← prokat L 
← kat L 
enake količine vseh treh vzorcev. Možna razlaga bi bila, da se protitelo bolje veže na 
prokatepsin L  kot na katepsin L. 
 
                       OV          1            2              3               4             5 
 
Slika 3: Detekcija prokatepsina in katepsina L po aktivaciji na 37C (vodna kopel) s 
prenosom western; OV- označevalec velikosti; lisa 1- rekombinantni človeški prokatepsin 
L; lisa 2- rekombinantni človeški katepsin L; lisa 3- 30 minutna inkubacija; lisa 4- 60 
minutna inkubacija; lisa 5- 90 minutna inkubacija.  
 
Po drugi aktivaciji smo izmerili tudi aktivnost katepsina L s spektrofotometrom v 
prisotnosti fluorogenega substrata Z-FR-AMC. Aktivnost je podana kot RFU (relativna 
enota fluorescence), ki je relativno izračunana iz hitrosti, ki smo jo izmerili s 
spektrofotometrom Tecan Safire. Hitrost je podana kot RFU/sec (relativna enota 
fluorescence/sekundo).   
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Slika 4: Aktivnost katepsina L v vzorcih po aktivaciji na 37 C (vodna kopel). Kat L: 
rekombinantni človeški katepsin L (kontrola za aktivno obliko encima); prokat L: 
rekombinantni človeški prokatepsin L (kontrola za neaktivno obliko encima); vzorec 1: 30-
minutna aktivacija; vzorec 2: 60-minutna aktivacija; vzorec 3:  90-minutna aktivacija. 
Iz merjenja aktivnosti (slika 4) lahko vidimo, da je do največje aktivacije prišlo po 90-
minutni aktivaciji (78,30 %), sledi ji 60-minutna, najmanjša pa je bila aktivnost po 30-
minutni aktivaciji, glede na kontrolo aktivne oblike encima (katepsin L). Slednjo 
vzamemo, da ima 100 % aktivnost in glede na to izračunamo še relativno aktivnost ostalih 
vzorcev. Prokatepsin L pokaže morebitno aktivnost pred avtoaktivacijo. 
Nomura in Fujisawa sta avtoaktivacijo katepsina L zaznala v časovnem razponu od 5 
minut pri pH 3,0 do 90 minut pri pH 5,5. Do aktivacije ni prišlo pri pH nad 6,5, do delne 
aktivacije je prišlo pri 6,0. Ugotovili so, da je skoraj popolna aktivacija katepsina L potekla  
pri vrednosti pH 3,0 in 4,0 po 30ih minutah inkubacije, obratno pa je bila aktivnost pri 
vrednostih pH med 4,5-5,5 nizka. Testirali so v temperaturnem razponu med 20-40 °C. 
Katepsin L je bil stabilen tudi pri najvišji testirani temperaturi, za zlati standard 
avtoaktivacije so postavili vrednost pH ˂ ali = 4.0 ter temperaturi ˃ ali = 37 °C.  
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Ugotovili so tudi, da do popolne aktivacije prokatepsina L ne more priti brez prisotnosti 
negativno nabitih spojin, kot dekstran sulfat, pri fiziološkem lizosomskem pH 5,5. Po 
inkubaciji na 37°C 1, 6 in 24 ur pri pH 7,0 – 8,5 do avtoaktivacije ni prišlo. (12, 14) 
 
4.3. AKTIVACIJA ŠT. 3 - pri večjem volumnu in določenih 
optimalnih pogojih 
 
Pri pogojih za učinkovito avtoaktivacijo (90 minut, 37 °C, vodna kopel) smo ponovili 
postopek, le da smo tokrat povečali volumen prokatepsina L, ki smo ga aktivirali, iz 100 µl 
na 1 ml in sorazmerno tudi ostale snovi potrebne za aktivacijo (DTT, EDTA, ocetna 
kislina).  
Aktivacijska zmes je vsebovala: 
 1 ml prokatepsina L,  
 2 µl 1M DTT,  
 4 µl 0,5M EDTA in  
 12,72 µl 100 % ocetne kisline.  
Vse skupaj smo najprej vorteksirali in nato inkubirali v vodni kopeli s 37°C. Med 
aktivacijo smo vzorec vsakih 15 minut nežno premešali. 
Po 90 minutah smo celoten vzorec vzeli iz vodne kopeli in mu dodali 27,1 µl 10 M KOH 
ter zopet vorteksirali.  20 µl vzorca smo takoj ločili v epico za analizo z SDS-PAGE in 
prenos western, ostalo smo shranili na -80 °C. 
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← prokat L 
← kat L 
                        OV                  1                  2                     3 
 
Slika 5: Detekcija prokatepsina in katepsina L po aktivaciji večjega volumna pri določenih 
optimalnih pogojih s prenosom western; OV- označevalec velikosti; lisa 1- rekombinantni 
človeški prokatepsin L; lisa 2- rekombinantni človeški katepsin L; lisa 3- 90 minutna 
inkubacija večjega volumna (1 ml) na 37 °C (vodna kopel). 
Zopet smo pri detekciji s prenosom western dobili zelo močen signal s prokatepsinom L, 
saj je lisa prokatepsina L opazno močnejša kot pri katepsinu L kljub nanosu enake 
koncentracije proteina na gel. Iz rezultata vidimo, da pri vzorcu, inkubiranem 90 minut na 
37 °C, ni potekla popolna aktivacija katepsina L. Zakaj do aktivacije ni prišlo, kljub 
enakim pogojem, si ne znamo razložiti. Med možne razloge sodi vpliv uporabe kemikalije 
MES, ki so jo uporabili v izvornem članku, namesto baze KOH, čeprav je njuna glavna 
naloga znižati vrednost pH, ima morda kemikalija MES poleg tega še kakšen drug vpliv na 
aktivacijsko zmes. Menim, da bi k boljši in konstantni aktivaciji pripomoglo tudi stalno 
stresanje vzorca. 
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Slika 6: Aktivnost katepsina L po aktivaciji večjega volumna prokatepsina L pri določenih 
optimalnih pogojih; stolpec 1 predstavlja aktivnost rekombinantnega človeškega 
prokatepsina L; stolpec 2 predstavlja aktivnost rekombinantnega človeškega katepsina L; 
stolpec 3 predstavlja aktivnost aktiviranega encima, inkubiranega 90 minut na 37 °C. 
Meritvi aktivnosti s fluorogenim substratom sta samo potrdili naše ugotovitve iz analize s 
prenosom western. Vzorec, ki smo ga 90 minut inkubirali na 37 °C, se ni uspešno aktiviral. 
Glede na to, da je bila prejšnja aktivacija (to je aktivacija št. 2) skoraj popolna z manjšim 
volumnom in ob enakih pogojih, smo razmišljali, če bi morali za večji volumen 
aktiviranega prokatepsina L morda čisto na novo optimizirati pogoje aktivacije, predvsem 
vrednost pH. 
 
 
4.4. AKTIVACIJA ŠT. 4 - ponovna aktivacija 
 
Ker tretja aktivacija ni bila tako uspešna kot druga smo 100 µl nepopolne tretje aktivacije 
aktivirali še enkrat. Vzorce smo zopet inkubirali pri 37 °C in jih iz vodne kopeli odvzemali 
po 30, 60 in 90 minutah.  
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Pri tej aktivaciji smo morali test spreminjanja pH z ocetno kislino ponoviti, saj smo sedaj 
zniževali vrednost pH končne spojine tretje aktivacije, katere pH je znašal 6,0 in ne 7,6 kot 
znaša vrednost pH še neaktivirane spojine. S poskušanjem smo določili, da je za znižanje 
vrednosti pH 62,383 ml spojine iz 6,0 na 3,5 potrebno dodati 8200 µl 100 % ocetne kisline.  
V zmesi smo tokrat imeli:  
 100 µl vzorca po tretji aktivaciji,  
 0,2 µl 1M DTT, 
 0,4 µl 0,5 M EDTA ter  
 13,2 µl 100 % ocetne kisline.  
Po 30 in 60 minutah smo odpipetirali 20 µl vzorca in mu dodali 0,53 µl 10 M KOH, po 90 
minutah pa smo odpipetirali 60 µl in dodali 1,6 µl 10 M KOH. Vzorce smo kratko 
vorteksirali in shranili na - 20 °C.  
 
                        OV           1              2              3             4              5               6            
 
Slika 7: Detekcija prokatepsina in katepsina L po ponovni aktivaciji na 37C (vodna 
kopel) s prenosom western; OV- označevalec velikosti; lisa 1- rekombinantni človeški 
prokatepsin L; lisa 2- rekombinantni človeški katepsin L; lisa 3- vzorec po aktivaciji št. 3; 
lisa 4- ponovna aktivacija (št. 4) - 30 minut; lisa 5- ponovna aktivacija (št. 4) - 60 minut; 
lisa 6- ponovna aktivacija (št. 4) - 90 minut.  
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Prenos western je pokazal, da pri znova aktiviranih vzorcih lis ni bilo na mestu 
prokatepsina L, a so bile tudi na mestu rekombinantnega človeškega katepsina L komaj 
opazne. Mislim, da se vzorce, redčene v aktivacijskem pufru, ne sme toliko izpostavljati 37 
°C, saj v tem primeru vzorci sami sebe razgradijo. Glede na rezultat lahko sklepamo, da je 
bila izpostavljenost temperaturi 37 °C v prisotnosti aktivacijskega pufra predolga in je 
prišlo do razgradnje katepsina L. 
Pri merjenju aktivnosti smo pripravljenim vzorcem dodali še dva vzorca iz tretje aktivacije. 
Pri prvem vzorcu smo izvedli običajen postopek, drugega smo pa dodatno 15 minut 
inkubirali na 37 °C. Iz slike 8 vidimo zelo visoko aktivnost  obeh omenjenih vzorcev 
(stolpca 3 in 4). Iz tega lahko sklepamo, da je pri meritvah pri aktivaciji št. 3 morda prišlo 
do kakšne tehnične napake. K dodatni aktivaciji obeh encimov pa je veliko doprinesla tudi 
ponovna izpostavitev 37 °C. Pri 15 minut inkubiranem vzorcu je aktivnost segala kar do 
78,72 % (stolpec 4). 
 
 
Slika 8: Aktivnost katepsina L po ponovni aktivaciji; kat L - rekombinantni človeški 
katepsin L; prokat L - rekombinantni človeški prokatepsin L; vzorec 1 - vzorec aktivacije 
št. 3; vzorec 2 - vzorec aktivacije št. 3 (inkubiran 15 min v aktivacijskem pufru pri 37 °C); 
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vzorec 3: aktivacija št. 4 - 30 minutna inkubacija; vzorec 4: aktivacija št. 4 - 60 minutna 
inkubacija; vzorec 5: aktivacija št. 4 - 90 minutna inkubacija. 
 
 
Slika 9: Prikaz hitrosti razgradnje substrata v odvisnosti od časa; krivulja B11- 
rekombinantni človeški katepsin L; krivulja C11- rekombinantni človeški prokatepsin L; 
krivulja D11- vzorec aktivacije št. 3; krivulja E11- vzorec aktivacije št. 3 (inkubiran 15 min 
v aktivacijskem pufru pri 37°C); krivulja F11- aktivacija št. 4 - 30 minutna inkubacija; 
krivulja G11- aktivacija št. 4 - 60 minutna inkubacija; krivulja H11- aktivacija št. 4 - 90 
minutna inkubacija. Na sliki 8 so predstavljeni rezultati v časovni točki 450 sekund (črna 
navpičnica), kjer je hitrost še linearna. 
Iz slike 9 lahko vidimo, da v polju, kjer je hitrost še linearna, pri najnižji krivulji G11 
(aktivacija št. 4 - 60 minutna inkubacija) ni prišlo do razgradnje substrata, kar pomeni, da v 
tem vzorcu ni ni bilo aktivnega katepsina L. Na drugi strani pa vidimo rdečo krivuljo B11, 
ki nam prikazuje rekombinantni človeški katepsin L, kjer je hitrost razgradnje substrata 
največja. 
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Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je za aktivacijo večjih količin naenkrat potrebno 
odkriti nove pogoje aktivacije.  
Med relevantne procesne parametre iz preglednega članka spadajo temperatura, pufri, pH, 
čas inkubacije, dodatek reducentov in koncentracija aktiviranega proteina. 
Najpomembnejšo vlogo za avtoaktivacijo od naštetih ima pH, vendar iz našega 
eksperimentalnega dela vidimo, da te pogoji niso ustrezni za večje volumne ali pa je pri 
tretji aktivaciji morda prišlo do kakšnih tehničnih napak pri izvajanju.  
Menim, da bi bilo v nadaljnjih raziskavah za aktivacijo večjih volumnov potrebno največ 
pozornosti nameniti optimizaciji vrednosti pH ter preveriti vpliv tudi ostalih zgoraj 
navedenih parametrov. Dobro bi bilo preveriti tudi vpliv uporabe kemikalije MES namesto 
baze KOH, čeprav je njuna glavna naloga znižati vrednost pH ima lahko kemikalija MES 
poleg tega še kakšen drug vpliv na aktivacijsko zmes. Namesto 0,1 M citratnega pufra, ki 
je bil uporabljen v raziskovalnem članku Nomura in Fujisawa (12), smo za zniževanje pH 
pufra Tris uporabili 100 % ocetno kislino, saj s citratnim pufrom vrednosti pH nismo 
uspeli ustrezno znižati. Menim, da bi k boljši in konstantni aktivaciji pripomoglo tudi 
stalno nežno stresanje vzorca. 
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5. SKLEPI 
 
Naše analize so pokazale, da je do aktivacije prokatepsina L v katepsin L prišlo pri vzorcih 
(100 µl), ki so bili inkubirani v vodni kopeli na 37 °C 60 in 90 minut. Precej slabša je bila 
aktivacija večjega volumna (1 ml) prokatepsina L pri enakih pogojih. Naknadna 
izpostavitev manjšega volumna temperaturi 37 C (15 minut) je dala skoraj 80 % aktivnost 
encima, medtem ko je podaljšana izpostavitev na 37 C povzročila razgradnjo katepsina L. 
Iz tega sklepamo, da je v prihodnje potrebno optimizirati pogoje avtoaktivacije za 
aktivacijo večje volumne. Mednje spada temperatura, tip pufrov, reducentov, čas 
inkubacije ter koncentracija proteina. Dobro bi bilo tudi preveriti vpliv uporabe kemikalije 
MES, ki so jo uporabili v izvornem članku, namesto baze KOH, čeprav je njuna glavna 
naloga znižati vrednost pH ima morda kemikalija MES poleg tega še kakšen drug vpliv na 
aktivacijsko zmes. Menim, da bi k boljši in konstantni aktivaciji pripomoglo tudi stalno 
stresanje vzorca. 
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